Purification and Characterization of Alginase from Haliotis diversicolor by 涂博炜
 1 
 
学校编码：10384                         分类号________密级________ 
学号：21620131152543                                  UDC 
 
 
 
硕 士 学 位 论 文 
 
杂色鲍内脏褐藻酸酶的分离纯化和性质
研究 
Purification and Characterization of Alginase from 
Haliotis diversicolor 
涂博炜 
 
指导教师姓名：陈清西教授、王勤副教授 
专业名称：细胞生物学 
论文提交日期：2016 年 4 月 20 日 
论文答辩时间：2016 年 5 月 14 日 
学位授予日期：2016 年 月 日 
 
答辩委员会主席：颜江华  教授 
评阅人： 
2016 年 5 月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 2 
 
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成
果。本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，
均在文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究
生学术活动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（陈清西）课题（组）的研究成果，获得
（陈清西）课题（组）经费或实验室的资助，在（陈清西）实验室
完成。（请在以上括号内填写课题或课题组负责人或实验室名称，
未有此项声明内容的，可以不作特别声明。） 
 
 
声明人（签名）： 
2016 年 月 日 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 3 
 
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送
交学位论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学
图书馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加
入全国博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文
的标题和摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学
位论文。 
本学位论文属于： 
（）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于  
年 月 日解密，解密后适用上述授权。 
（）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论
文应是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学
保密委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，
默认为公开学位论文，均适用上述授权。） 
 
声明人（签名）： 
年 月 日
厦
门
大
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
1 
 
目录 
主要缩略词表 ............................................. 1 
中文摘要 ................................................. 2 
英文摘要 ................................................. 3 
1 前言 ................................................... 5 
1.1 杂色鲍简介 ........................................................................................................ 5 
1.2 褐藻酸酶简介 .................................................................................................... 5 
1.2.1 褐藻酸酶的来源 .......................................................................................... 5 
1.2.2 褐藻酸酶的分类 .......................................................................................... 6 
1.2.3 褐藻酸酶的结构、生物学功能和作用机理 .............................................. 7 
1.2.3.1 褐藻酸酶的结构特征 ........................................................................... 7 
1.2.3.2 褐藻酸酶的生物学功能 ....................................................................... 8 
1.2.3.3 褐藻酸酶的作用机理 ........................................................................... 9 
1.2.4 褐藻酸酶酶活力测定方法 .......................................................................... 9 
1.2.4.1 定性检测 ............................................................................................... 9 
1.2.4.2 定量检测 ............................................................................................. 10 
1.2.5 褐藻酸酶的分离纯化 ................................................................................ 10 
1.2.6 褐藻酸酶的应用 ........................................................................................ 11 
1.3 本课题研究背景和意义 .................................................................................. 12 
2 实验材料、仪器与方法 .................................. 14 
2.1 材料与试剂 ..................................................................................................... 14 
2.2 仪器.................................................................................................................. 15 
2.3 试剂处理 ......................................................................................................... 16 
2.4 方法.................................................................................................................. 16 
2.4.1 蛋白质浓度的测定 .................................................................................... 16 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
2 
 
2.4.2 杂色鲍褐藻酸酶酶活力和比活力的测定 ................................................ 16 
2.4.3 褐藻酸酶的分离纯化 ................................................................................ 17 
2.4.4 褐藻酸酶的纯度鉴定 ................................................................................. 18 
2.4.5 褐藻酸酶酶学性质分析 ............................................................................ 18 
2.4.5.1 酶分子量的测定 .................................................................................. 18 
2.4.5.2 酶分子的等电点测定 .......................................................................... 19 
2.4.5.3 酶分子的紫外吸收光谱测定 .............................................................. 19 
2.4.5.4 酶分子的内源荧光光谱测定 .............................................................. 19 
2.4.6 酶催化反应的动力学性质研究 ................................................................. 19 
2.4.6.1 酶催化 NP-MP 水解的动力学参数测定 ........................................... 19 
2.4.6.2 酶催化反应最适 pH 的测定 .............................................................. 19 
2.4.6.3 酶的 pH 稳定性测定 .......................................................................... 20 
2.4.6.4 酶催化反应最适温度的测定 ............................................................. 20 
2.4.6.5 酶的热稳定性测定 ............................................................................. 20 
2.4.7 酶活性中心必需基团的研究 ..................................................................... 20 
2.4.7.1 酶的化学修饰 ..................................................................................... 20 
2.4.7.2 酶经 NBS 修饰后的光谱变化 ........................................................... 21 
2.4.8 金属离子对酶活力的影响及动力学效应 ................................................. 21 
2.4.9 有机溶剂对酶活力的影响及动力学效应 ................................................. 21 
3 实验结果 .............................................. 23 
3.1 杂色鲍褐藻酸酶酶的分离纯化与纯度鉴定 .................................................. 23 
3.1.1 杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化 ..................................................................... 23 
3.1.2 杂色鲍褐藻酸酶的纯度鉴定 ..................................................................... 25 
3.2 杂色鲍褐藻酸酶理化性质的测定 ................................................................. 26 
3.2.1 酶催化反应最适 pH 及 pH 稳定性测定 .................................................. 26 
3.2.2 酶催化反应最适温度和热稳定性测定 .................................................... 27 
3.2.3 酶催化底物水解的米氏常数测定 ............................................................ 28 
3.2.4 酶的分子量测定 ........................................................................................ 29 
3.2.5 酶的等电点测定 ........................................................................................ 30 
3.2.6 酶分子的紫外特征吸收光谱测定 ............................................................ 31 
3.2.7 酶的内源荧光特征 .................................................................................... 32 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
3 
 
3.3 杂色鲍褐藻酸酶的化学修饰 ......................................................................... 32 
3.3.1 PMSF 的修饰 ............................................................................................. 32 
3.3.2 DTT 的修饰 ................................................................................................ 33 
3.3.3 组氨酸咪唑基的修饰 ................................................................................ 34 
3.3.4 羧基的修饰 ................................................................................................ 34 
3.3.5 氨基的修饰 ................................................................................................ 35 
3.3.6 侧链精氨酸的修饰 .................................................................................... 35 
3.3.7 色氨酸残基的修饰 .................................................................................... 36 
3.3.8 酶经 NBS 修饰后的光谱变化 .................................................................. 37 
3.4 金属离子对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ................................. 38 
3.4.1 碱金属离子对酶活力的影响 .................................................................... 38 
3.4.2 碱土金属离子 Mg2+和 Ca2+对酶活力的影响 .......................................... 39 
3.4.3 过渡金属离子对褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ................................. 39 
3.5 有机溶剂对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ................................. 46 
3.5.1 醇类化合物对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ........................ 46 
3.5.2 丙酮对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 .................................... 50 
3.5.3 二氧六环对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ............................. 52 
3.5.4 酰胺类化合物对杂色鲍褐藻酸酶的影响及抑制类型 ............................. 54 
4 讨论 .................................................. 58 
4.1 杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化和纯度鉴定 ..................................................... 58 
4.2 杂色鲍褐藻酸酶的酶学性质和动力学参数测定 ......................................... 58 
4.3 杂色鲍褐藻酸酶的化学修饰 ......................................................................... 59 
4.4 金属离子对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ................................. 59 
4.5 有机溶剂对杂色鲍褐藻酸酶活力的影响及抑制类型 ................................. 60 
5 结论 .................................................. 62 
参考文献 ................................................ 63 
致谢 .................................................... 70 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
4 
 
Contents 
Abbreviations ........................................................................................... 1 
Chinese Abstract ...................................................................................... 2 
English Abstract ....................................................................................... 3 
1 Introduction ........................................................................................... 5 
1.1 Review of Haliotis diversicolor ........................................................................ 5 
1.2 Review of alginase ............................................................................................. 5 
1.2.1 The source of alginase ................................................................................... 5 
1.2.2 The classification of alginase ........................................................................ 6 
1.2.3 The structure, biological function and mechanism of alginase ..................... 7 
1.2.3.1 The structure of alginase ........................................................................ 7 
1.2.3.2 The biological function of alginase ........................................................ 8 
1.2.3.3 The mechanism of alginase .................................................................... 9 
1.2.4 Method of alginase activity determination ................................................... 9 
1.2.4.1 Qualitative detection .............................................................................. 9 
1.2.4.2 Quantitative detection .......................................................................... 10 
1.2.5 The present situation of marine pollution in China..................................... 10 
1.2.6 Background and significance of the study .................................................. 11 
1.3 Background and significance of the study .................................................... 12 
2 Materials and methods ....................................................................... 14 
2.1 Materials and reagents ................................................................................... 14 
2.2 Instruments ...................................................................................................... 15 
2.3 Reagent processing .......................................................................................... 16 
2.4 Methods ............................................................................................................ 16 
2.4.1 Assay of protein concentration .................................................................... 16 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
5 
 
2.4.2 Assay of the alginase activity ...................................................................... 16 
2.4.3 Purification of alginase ............................................................................... 17 
2.4.4 Assay of the alginase homogenity ............................................................... 18 
2.4.5 Determination of the alginase properties .................................................... 18 
2.4.5.1 Determination of the molecular weight ................................................... 18 
2.4.5.2 Determination of the isoelectric point ...................................................... 19 
2.4.5.3 Determination of the Uv-absorption spectra ............................................ 19 
2.4.5.4 Determination of intrinsic fluorescence spectra ...................................... 19 
2.4.6 Assay of kinetics properties ........................................................................ 19 
2.4.6.1 Determination of Km for hydrolysis of NP-MP ...................................... 19 
2.4.6.2 Determination of the optimum pH ........................................................... 19 
2.4.6.3 Determination of the pH stability ............................................................ 20 
2.4.6.4 Determination of the optimum temperature ............................................. 20 
2.4.6.5 Determination of the thermal stability ..................................................... 20 
2.4.7 Study on the essential groups of enzyme active site ................................... 20 
2.4.7.1 Chemical modification of alginase .......................................................... 20 
2.4.7.2 Uv-absorption spectra of alginase in the NBS solution ........................... 21 
2.4.8 Effects of metal ions on alginase ................................................................ 21 
2.4.9 Effects of organic pollutants on alginase .................................................... 21 
3 Results .................................................................................................. 23 
3.1 Purification and homogeneity of alginase ..................................................... 23 
3.1.1 Isolation and purification of alginase .......................................................... 23 
3.1.2 Homogenity of alginase .............................................................................. 25 
3.2 Basic properties of alginase ............................................................................ 26 
3.2.1 The optimum pH and pH stability ............................................................... 26 
3.2.2 The optimum temperature and thermal stability ......................................... 27 
3.2.3 The value of Km for NP-MP hydrolysis ..................................................... 28 
3.2.4 Molecular weight of alginase ...................................................................... 29 
3.2.5 Isoelectric point of alginase ........................................................................ 30 
3.2.6 Uv-absorption spectra of alginase ............................................................... 31 
3.2.7 Intrinsic fluorescence spectra of alginase ................................................... 32 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
6 
 
3.3 Essential groups of enzyme active site........................................................... 32 
3.3.1 Modification of PMSF ................................................................................ 32 
3.3.2 Modification of DTT ................................................................................... 33 
3.3.3 Modification of histidine residue of alginase .............................................. 34 
3.3.4 Modification of carboxyl groups ................................................................ 34 
3.3.5 Modification of amino residue .................................................................... 35 
3.3.6 Modification of arginine groups ................................................................. 36 
3.3.7 Modification of serine residue .................................................................... 36 
3.3.8 Uv-absorption spectra of alginase in the NBS solution .............................. 37 
3.4 Effects and inhibitory type of metal ions on alginase .................................. 38 
3.4.1 Effects of alkali metal ions on alginase ...................................................... 38 
3.4.2 Effects of alkaline earth metal ions on alginase .......................................... 39 
3.4.3 Effects and inhibitory type of transition metal ions on alginase ................. 39 
3.5 Effects and inhibitory type of organic pollutants on alginase ..................... 46 
3.5.1 Effects and inhibitory type of alcohols on alginase .................................... 46 
3.5.2 Effects and inhibitory type of acetone on alginase ..................................... 50 
3.5.3 Effects and inhibitory type of dioxane on alginase ..................................... 52 
3.5.4 Effects and inhibitory type of acylamide on alginase ................................. 54 
4 Discussion ............................................................................................. 58 
4.1 Purification and homogeneity of alginase ..................................................... 58 
4.2 Enzyme character and and kinetics .............................................................. 58 
4.3 Chemical modification of alginase ................................................................. 59 
4.4 Effects and inhibitory type of metal ions on alginase .................................. 59 
4.5 Effects and inhibitory type of organic pollutants on alginase ..................... 60 
5Conclusion...........................................................................................62 
Reference ................................................................................................. 63 
Acknowledgements ................................................................................ 70
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
1 
 
 
主要缩略词表 
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摘要 
杂色鲍是我国海水养殖业的重要品种，为世界性养殖贝类之一。我国是杂色鲍
产量和出口最多的国家。杂色鲍加工后产生大量下脚料，大多被随意丢弃。下
脚料中的内脏可用于生产褐藻酸酶。褐藻酸酶作为杂色鲍的一种重要消化酶，
在内脏中具有较高的表达量。褐藻酸酶根据降解褐藻酸上 M 段和 G 段的不同
可分为甘露糖醛酸裂解酶(EC 4.2.2.3)和古罗糖醛酸裂解酶(EC 4.2.2.11)。本课题
以杂色鲍为研究对象，对其内脏中的褐藻酸酶进行分离纯化，并研究其性质，
为杂色鲍加工后下脚料的再利用提供理论基础。 
从厦门市场买来的杂色鲍为材料，通过匀浆抽提，硫酸铵分级分离，
Sephacryl-200 分子筛柱层析和 DEAE-Sepharose Fast Flow 阴离子交换柱层析，分
离纯化了褐藻酸酶。SDS-PAGE 结果显示为电泳单一纯，纯化倍数为 31.6，得率
为 37.3%，分子量为 35.5 kDa。杂色鲍褐藻酸酶的最适 pH 为 5.5，最适温度为
45℃。褐藻酸酶在 pH 4.0-8.0，温度小于 50℃环境下活性较稳定。褐藻酸酶水解
对 硝 基 苯 基 -alpha-D- 甘 露 糖 苷 的 Km 和 Vm 分 别 为 0.89 mmol/L 和
0,78mmol/(L·min)。该酶属于甘露糖醛酸裂解酶（EC 4.2.2.3）。 
化学修饰研究结果表明：组氨酸的咪唑基、色氨酸的吲哚基和羧基是褐藻酸
酶的活性功能基团，而丝氨酸残基，精氨酸残基和氨基不是该酶活性中心必需的。 
研究金属离子对褐藻酸酶活力的影响表明：Li+、Na+、K+和 Mg2+ 对褐藻酸
酶活力几乎没有影响，Ca2+有轻微激活作用，而 Co2+、Mn2+、Zn2+、Al3+、Fe3+、
Cu2+和 Hg2+ 有不同程度的抑制作用，Cu2+和 Hg2+具有抑制作用，抑制类型表现
为不可逆抑制。 
研究有机溶剂对褐藻酸酶活力的影响表明：醇类中的甲醇，乙醇，丙醇，乙
二醇，丙二醇和丙三醇对褐藻酸酶活力均有不同程度的抑制，乙二醇的抑制效果
最明显，表现为非竞争型抑制，抑制常数为 1.48 mol/L；丙酮、二氧六环和酰胺
类物质对褐藻酸酶活力也有不同程度的抑制，丙酮和二氧六环均表现为竞争型抑
制，抑制常数 KI分别为 0.36 mol/L 和 1.26 mol/L，甲酰胺表现为混合型抑制，抑
制常数 KI为 0.23 mol/L,KIS为 0.48 mol/L。 
关键词：杂色鲍内脏；褐藻酸酶；分离纯化；酶学性质；活性调控 
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Abstract 
Haliotis diversicolor is important specie of freshwater aquaculture in China, 
and is the one kind of farmed shell in world. China has been the largest Haliotis 
diversicolor producingand exporting country. During processing, the Haliotis 
diversicolor fishery industry in China produces large quantities of waste, the Haliotis 
diversicolor viscera of the byproduct can be used to produce alginase. Haliotis 
diversicolor alginase (EC 4.2.2.3) is a member of the large family of serine 
proteinase and is a very important digestive enzyme in Haliotis diversicolor. This 
tissue we used Haliotis diversicolor to study the purification and characterization of 
alginase from the viscera of Haliotis diversicolor, and fill the research gaps in this 
area.  
Haliotis diversicolor was purchased from the local market at Xiamen City, we 
used following techniques: acetone precipitation, extraction, ammonium sulfate 
fractionation, Sephacryl-200 gel filtration, and DEAE-Sepharose Fast Flow ion 
exchange chromatography to purify alginase from the viscera and hepatopancreas of 
the Haliotis diversicolor, respectively. Purified alginase revealed a single band on 
SDS-PAGE, the molecular weigh of alginase was 35.5KDa. The isoelectric point (pI) 
of the alginase was 6.3.Alginase exhibited maximal activity at 45℃, and the 
optimum pH 5.5. Alginase was stable over abroad pH range from 4.0 to 8.0, and the 
enzyme was in active at temperatures above 50℃. The Km and Vmax of alginase were 
0.89 mg/ml and 0.78mmol/ (L·min) using NP-MP as substrate. 
Alginase was modified respectively by chemical modification reagents, such as 
BrAc, NBS, EDC, PMSF and DTT at certain condition,and the redidue activity was 
assayed in normal reaction media.The results showed that the residues of 
imidazole,carboxyl and indolyl of acidic amino acids histidine and tryptophan were 
necessary for the enzyme activity while the residues of serine and alginine, amino 
and sulfide,were not necessary for the enzyme activity. 
The effects of several metal ions on the enzyme activity had been studied. The 
results show that: Li+、Na+、K+ and Mg2+had no effects on the activity of the alginase, 
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and the enzyme was slightly activated by Ca2+but inactivated by Co2+、Mn2+、Zn2+、
Al3+、Fe3+、Cu2+ and Hg2+to different degrees. The inhibition of Al3+ and Fe3+ to the 
alginase was non-competitive inhibition type, the inhibition constant (KI) were 0.93 
mmol/L and 0.86 mmol/L.The results showed that the inactivation of the enzyme in 
Cu2+ and Hg2+ solvents was non-reversible reaction. 
The effects of several organic solevent on the enzyme activity had been studied. 
The result show that: 
methanol,ethanol,propanol,glycol,propylene,glycerin,acetone,phenol,1,4-dioxane,di
methyl sulfoxide and formamide,inhibit the enzyme activity in different degrees.The 
inhibition mechanism of glycol, acetone, 1,4-dioxane and formamide are 
reversible,the inhibition constants(KI) of these compounds are 1.47 mol/L,0.35 
mol/L, 1.26 mol/L and 0.23 mol/L.The inhibition constant(KIS) of formamide is 0.48 
mol/L. 
Key words:Viscus of Haliotis diversicolor; Alginase; Purification;Enzymatic 
characterization;Activity regulation. 
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1 前言 
1.1 杂色鲍简介 
杂色鲍，又名九子螺、九孔鲍，属软体动物门，腹足纲，前鳃亚纲，原始
腹足目，鲍科，鲍属。杂色鲍的身体外边，包被着一个厚的石灰质的贝壳，它
的贝壳是一个右旋的螺形贝壳。杂色鲍的单壁壳质地坚硬，壳形右旋，表面呈
深绿褐色。壳内侧紫、绿、白等色交相辉映，珠光宝气。软体部分有一个宽大
扁平的肉足，软体为扁椭圆形，黄白色，大者似茶碗，小的如铜钱。杂色鲍就
是靠着这粗大的足和平展的跖面吸附于岩石之上，爬行于礁棚和穴洞之中。 
鲍被列为八珍之首，素有“软黄金”之美誉，足部肌肉肥大，肉质细嫩，
味道鲜美，是海洋中脂肪、胆固醇含量最低的生物之一，并含有丰富的精氨酸、
谷氨酸、色氨酸等必需氨基酸等微量元素，具有丰富的营养价值和抗肿瘤，增
强免疫力等药用价值。 
鲍，中药称石决明，因其有明目退翳之功效，古书又称之为“千里光”。
石决明还有清热平肝、滋阴潜阳的作用，可用于医治头晕眼花、高血压及其他
炎症。鲍肉中所含的鲍灵素 I 和鲍灵素Ⅱ有较强的抑制癌细胞生长的作用[1]。
中医称杂色鲍功效可平肝潜阳，解热明目，止渴通淋；主治肝热上逆，头晕目
眩，骨蒸劳热，青肓内障，高血压眼底出血等症。 
1.2 褐藻酸酶简介 
1.2.1 褐藻酸酶的来源 
1931 年，大岛等从杂色鲍(Haliotus giganteus)的内脏中首次发现了可以分解
褐藻胶的酶，命名为 Alginase。 
褐藻酸酶来源广泛，包括海洋藻类、海洋软体动物、棘皮动物体内和多种 
微生物(包括海洋细菌、土壤细菌和真菌)。微生物来源的褐藻酸酶主要有海洋
细菌，真菌等如弧菌(Vibrio sp.Al-9)、(Vibrio sp.AL-128)[3]、(Vibrio alginolyticus 
AACC17749)[4]、黄杆菌(Flavobacterium multivolum)[5]、(Alginovibrio aquatilis)[6]、
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固氮菌(Azotobacter vinelandii)[7]、克里伯氏菌(Klebsiella aerogenes)[8]、(Klebsiella 
pneumoniae)[9]、假单胞菌(Pseudomonas alginovora，Pseudomonas aeruginosa)[10]、
肠杆菌(Enterobacter cloacae M-1)[11]、别单胞菌(Alteromonas sp.)[12]、芽孢杆菌
(Bacillus circulans)[13]、(Agarbacterium alginicums)[14]。在海洋软体动物和棘皮动
物体内也含有褐藻酸酶。朱仁华从朝鲜花冠小月螺(Lunella cornata coreensis)、
单齿螺(Monodonta labio)和疣荔枝螺(Purpura clavigera)3 种海螺分离出了褐藻
酸酶的粗酶提取液[15]。 
1.2.2 褐藻酸酶的分类 
褐藻酸酶按其降解褐藻胶片段的不同可分为两大类：1,4-α-古罗糖醛酸裂解
酶(EC4.2.2.11)和 1,4-β-甘露糖醛酸裂解酶(EC4.2.2.3)[16]，如图 1 和图 2 所示，
它们分别作用于褐藻胶的古罗糖醛酸段（G 嵌段）和甘露糖醛酸段（M 嵌段），
并在非还原末端产生 C4,5 不饱和双键，且在 230~240 nm 有强吸收。除了少数
具有 G 嵌段专一性，目前研究的褐藻酸酶大多数更偏向于以 M 嵌段为底物。
褐藻酸酶普遍具有内切酶活性，在长链内将单体的复合嵌段随机降解。 
一种酶被称为具有 G 或者 M 专一性，但往往对另一种同聚物也具有较低的活
性。但是也有一些原酶抽提物具有多底物专一性，这可能是因为这种微生物能
产多种酶，或者该微生物产的酶具有多底物活性。因此在做专一性测定时,所用
底物的质量会使结果变的不确定，因为用褐藻胶制备 Poly(M)或 Poly(G)嵌段时，
可完全避免另一种同聚物的存在。解决方法可以采用高纯度的底物或者高精确
度和灵敏度的方法分析底物终产物。 
 
图 1 D-甘露糖醛酸和 L-古罗糖醛酸的分子式 
Fig 1 Molecular formula of D-mannuronate and L-guluronate 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
杂色鲍褐藻酸酶的分离纯化与性质研究 
7 
 
 
图 2 褐藻酸酶酶切位点及作用方式示意图 
Fig 2 Profile of degradation position and mode of action of alginate lyase on alginate acid 
1.2.3 褐藻酸酶的结构、生物学功能和作用机理 
1.2.3.1 褐藻酸酶的结构特征 
褐藻酸酶的克隆和测序使研究者们更了解这种酶的结构和功能的关系。基 
于这些酶基因序列的信息，根据分子量的范围，可将褐藻酸酶分为：20～35 
kDa，～40 kDa 和～60 kDa。对褐藻酸酶的氨基酸组分分析得知：1、大多数为
亲水残基；2、有一个亲水中心区域；3、在 C 末端有一段带有少量电荷的亲水
序列[17-19]。 
通过对不同分子量组的褐藻酸酶基因序列比较可以发现，尽管在不同褐藻
酸酶基因序列中存在几个相似区域，但是分子量为～40 kDa 的褐藻酸酶的同源
性较高。在这个分子量组的褐藻酸酶中心有一个高度保守序列：NNHSYW。并
且发现这些酶的催化中心有一个像隧道一样的裂隙，而保守序列恰恰在这个裂
隙的中心，如果将保守序列中的组氨酸替换会导致酶的失活，由此可以证明这
个保守序列与酶的活力有关。对于分子量为～30 kDa 的褐藻酸酶来说，存在比
较低但是比较显著的相似性，即在 C 端有一个含有 9 个氨基酸的保守序列 
YFKAGVYNQ。这个分子量组的褐藻酸酶具有不同的底物专一性，表明这个保
守序列与 M 或 G 的识别无关，可能与维持褐藻酸酶的三维构像稳定有关。 
有研究表明褐藻酸酶的催化中心只能容纳 5～7 个糖醛酸残基，即酶的最适
底物为含有 5～7 个糖醛酸残基的褐藻胶寡糖。在酶的裂隙双链上的带电荷的精
氨酸和赖氨酸以及带有芳香环的氨基酸被认为是决定酶的底物专一性的结构分
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